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ABSTRACTED- PUB-NO: FR 2768817A 
BASIC- ABSTRACT: 

NOVELTY - Method for the detection and/or determination of phosphorylating activity of a 
biological material, is new. 

DETAILED DESCRIPTION - Method for the detection and/or determination of phosphorylating 
activity of a biological material comprises contacting it with peptides containing 
tyrosine, serine and/or threonine attached covalently to a carrier molecule, in the 
presence of a non- radio marked phosphate source and specific receptors for the 
phosphorylated peptides or polypeptides. The detection and measurement of these is 
carried out by measuring an emission signal resulting from the interaction between the 
carrier molecule, which is a luminescent molecule or non- luminescent molecule attached to 
a luminescent marker or to an emission modulator, and specific receptors attached to the 
luminescent marker or emission signal modulator. 

An INDEPENDENT CLAIM is also included for a kit for carrying out the method. 

USE - The method is especially useful in measuring the phosphorylation of biologically 
interesting molecules such as peptides, polypeptides, proteins, and nucleotides in _ 
natural or pathological processes, or during the synthesis of nucleic acids or proteins. 

ADVANTAGE - The process is more convenient than previous methods because it does not 
require high concentrations of substrate having numerous 

potential phosphorylation sites, and it does not require the use of radioactive material, 
especially 32P. 
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PHOSPHORYLANTE D'UN MATERIEL BIOLOGIQUE. 

(|p L'invention oonceme une nouvelle mSthode homogfc- 
ne pour la detection et/ ou la determination de I'activite de 
phosphorylation (ou actMte phosphorytante) d'un materiel 
biologlque £ regard d'un substrat oontenant de la tyrosine 
et/ ou de la serine et/ ou de la threonine, ainsi qu'un kit pour 
la mise en oeuvre de cette methode. 
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[.'invention conceme une nouvelle methode homogene pour la detection 
et/ou la determination de I'activite de phosphorylation (ou activite 
phosphorylante) d'un materiel biologique a regard d'un substrat contenant de la 
tyrosine et/ou de la serine et/ou de la threonine, ainsi qu'un kit pour la mise en 
5 oeuvre de cette methode. 

La phosphorylation de molecules biologiques telles que des peptides ou 
des proteines par des kinases est un mecanisme biologique majeur de regulation 
du metabolisme cellulaire. 

La plupart des enzymes possedant une activite de phosphorylation ont un 
1 0 Km (constante de Mtehaelis) tres eleve (generalement compris entre 1 0-3 et 10" 
5 M) et un tres faible rendement de conversion (entre 5% et 0,001% des sites 
actifs du substrat sont phosphoryles). 

Dans ces conditions, la detection de la phosphorylation d'un substrat 
n'est possible que si les sites actifs sont presents en large exces pendant la 
15 reaction. Ce large exces en sites actifs peut etre obtenu soit en utilisant des 
concentrations elevees en substrat (si celui-ci a peu de sites actifs), soit en 
choisissant un substrat possedant de nombreux sites de phosphorylation. 

Les mecanismes de phosphorylation ont jusqu'a maintenant ete 
generalement etudies par des methodes de detection heterogenes radioactives 

20 ou enzymatiques. 

Dans ce type de methodes, la detection de la phosphorylation du 
substrat fixe sur une phase solide se fait soit par la mesune de rincorporation de 
32p dans te substrat enzymatique, sort par rut*sation d'un anticorps marque 
(traceur isotopique, enzymatique ou fluorescent) dirige contre le site de 

25 phosphorylation. 

Ce type d'essai permet la fixation d'une grande quantite de substrat sur 
la phase solide et done la detection de la phosphorylation meme loraque le 
substrat ne possede qu'un faible nombre de sites actifs, mais presente 
n6anmoins des inconvenients majeure, a savoir : 
30 - Tutilisation fnequente de marqueurs isotopiques, 

- la necessite de processus de separation entre les differentes etapes 
de ressai pour eliminer les reactifs en exces, et 
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- la necessity de maTtriser les processus de « capture » du substrat 
(comme par exemple lorsqu'on utilise une plaque comportant de I'avidine avec 

un substrat biotine). 

Dans le cas d'une methode homogene, il est souvent necessaire que la 
5 concentration du substrat soit elevee pour generer suffisamment de substrat 
phosphoryle a detecter. II devient alors difficile de capturer la totalite du substrat 
car cela necessiterait une quantite importante de reactif. ce qui, si le reactif est 
fluorescent, presente I'inconvenient de generer un bruit de fond specifique eleve. 
On a maintenant trouve qu'il etait possible de detecter la 
1 0 phosphorylation d'un substrat a I'aide d'une methode homogene dans laquelle on 
utilise une molecule porteuse luminescente a laquelle sont couples de maniere 
covalente une pluralite de substrats. Apres la reaction enzymatique de 
phosphorylation, la quantite de substrat phosphoryle est revelee par la mesure 
du signal emis par la molecule porteuse luminescente et genera par transfert 
15 d'energie <fun recepteur specifique du substrat phosphoryle marque par une 

molecule luminescente. 

Cette methode est particulierement utile pour mesurer la 
phosphorylation de molecules d'interet biologique. telles que par exemple des 
peptides, des polypeptides, des proteines ou des nucleotides, dans des 

20 processus naturals ou pathologique, ou lore de precedes de synthese comme 
par exemple la synthese decides nucleiques ou de proteines. 

Dans un premier aspect, invention a done pour objet une m6thode 
homogene pour la detection et/ou la determination de Tactlvite phosphorylante 
d'un materiel biologique a regard tfun substrat contenant de la tyrosine et/ou de 

25 la serine et/ou de la threonine, caracterisee en ce que ledit materiel biologique 
est mis en contact avec une pluralite de peptides ou de polypeptides contenant 
de la tyrosine et/ou de la serine et/ou de la threonine, Wentiques ou differents. 
lies de maniere covalente a une molecule porteuse. en presence d'une source 
de phosphate non radiomarque et des recepteurs specifiques desdits peptides 

30 ou polypeptides phosphoryles, et en ce que la detection et/ou la determination de 
ractivite phosphorylante est effective par mesure d'un signal d'emission, ledit 
signal d'emission resultant d'une interaction entre ladite molecule porteuse 
constitute par une molecule luminescente ou une molecule non luminescente 
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liee a au moins un marqueur luminescent ou un modulateur du signal d'emission 
et lesdits recepteurs specifiques lies a au moins un marqueur luminescent ou un 
modulateur du signal d'emission. 

La liaison entre la molecule porteuse et, le cas echeant, le marqueur 
5 luminescent ou le modulateur du signal d'emission, ainsi que la liaison entre le 
recepteur specifique et le marqueur luminescent ou le modulateur du signal 
d'emission peut etre une liaison covalente ou non covalente. 

Par « marqueur luminescent », on entend une molecule luminescente 
utilisee pour detecter I'interaction entre la molecule porteuse et le recepteur 
\0 specifique. 

Par « modulateur du signal d emission », on entend une molecule qui. 
lorsqu'elle est presente a proximite d'une molecule luminescente, modifie les 
caracteristiques du signal d'emission de celle-ci. 

Selon les molecules utilisees respectivement comme molecule porteuse 
15 et comme recepteur specifique et selon le mecanisme de leur interaction, un 
meme compose luminescent peut jouer le role de marqueur luminescent ou de 
modulateur du signal d'emission. 

Led'rt modulateur peut etre une molecule luminescente, par exemple une 
molecule luminescente donneur ou accepteur, ou une molecule non 
20 luminescente, par exemple un atome de nombre atomique eleve ou une 
molecule contenant un tel atome comme decrit par exemple dans la demande 
EP 0 232 348, ou encore des composes marqueurs de spin. 

La molecule porteuse peut etre : 

- soit une molecule luminescente ayant un poids moleculaire eleve, de 
25 I'ordre de plusieurs dizaines de kdaltons. comme par exemple une molecule 

fluorescente telle que I'allophycyanine ou la C phycocyanine ; 

- soit une molecule non luminescente, comme par exemple la 
thyroglobuline, liee a au moins un marqueur luminescent ou a au moins un 
modulateur du signal d'emission ; 

30 - soit un solide disperse luminescent ayant une surface suffisante pour 

fixer une pluralite de peptides ou polypeptides substrats ; 
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- soit un solide disperse non luminescent ayant une surface suffisante 
pour fixer une pluralite de peptides ou polypeptides substrats. lie a au moins un 
marqueur luminescent ou a au moins un modulateur du signal d'emission. 

La molecule porteuse peut done etre soit une molecule lutninescente 
5 accepteur, soft une molecule non luminescente liee a au moins un marqueur 
luminescent ou a au moins un modulateur du signal demission. 

Dans la suite de la description, on emploiera sans distinction les termes 
« molecule » ou « compose » pour qualifier les marqueurs luminescents ou les 
modulateurs lies a la molecule porteuse ou au recepteur specifique. 
10 Dans un aspect avantageux, la molecule porteuse est soit une molecule 

fluorescente accepteur. soit une molecule fluorescente donneur, soit une 
molecule non fluorescente liee a au moins un compose fluorescent accepteur, ou 
a au moins un compose fluorescent donneur. 

Avantageusement, le marqueur luminescent ou le modulateur du signal 
15 d'emission lie a chacun des recepteurs specifiques du ou des peptide(s) ou 
polypeptide(s) phosphoryle(s) peut etre une molecule fluorescente donneur ou 
accepteur. 

Dans un aspect prefere, la detection et/ou la determination de I'activite 
de phosphorylation est effectuee par mesure du signal d'emission resultant du 

20 transfert d'6nergie non radlatif entre la molecule porteuse et les marqueurs 
luminescents ou les modulateurs du signal d'emission lies aux recepteurs 
specifiques des peptides ou polypeptides phosphoryles. 

Ainsi, le signal d'emission lumineuse permettant la detection et/ou la 
determination de I'acthrfte phosphorylante recherchee peut etre genera soit par 

25 transfert d'energie non radiatif des marqueurs luminescents ou des modulateurs 
du signal d'emission lies aux recepteurs specifiques a la molecule porteuse, sort 
invereement par transfert d'energie non radiatif des marqueurs luminescents ou 
des modulateurs du signal d'emission de la molecule porteuse aux marqueurs 
luminescents lies aux recepteurs specifiques. 

30 Par "transfert d'energie entre la molecule porteuse et les molecules 

luminescentes marqueurs ou les modulateurs du signal d'emission lies aux 
recepteurs specifiques des peptides ou polypeptides phosphoryles", on entend 
done les 2 types de mecanismes ci-dessus. 
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Le transfert d'6nergie non radiatif, dont le principe est notamment decrit 
dans G.Mathis et al., Clin. Chem., 1993. 39, 1953-1959 est realise lorsque les 
conditions suivantes sont remplies : 

- d'une part, le compose accepteur possede un spectre d'absorption qui 
5 recouvre au moins partiellement le spectre d'emission du donneur et presente 

une absorbance molaire elevee dans cette zone de recouvrement, et un spectre 
d'emission dans une gamme-de longueur d'ondes ou le donneur presente une 
emission intrinseque faible ; 

- d'autre part, Taccepteur et le donneur se s'rtuent k proximity I'un de 

10 I'autre. 

La quantite de peptides ou de polypeptides lies de maniere covalente a 
la molecule luminescente porteuse peut etre d'environ 2 a 1000 par molecule 
luminescente porteuse. 

Les recepteurs specifiques des peptides ou polypeptides phosphoryles 
15 peuvent etre par exemple choisi parmi les anticorps monoclonaux ou polyctonaux 
ou parmi les peptides, polypeptides et proteines specifiques de la 
reconnaissance du site phosphoryld. 

Dans un aspect prefere. le compose luminescent Ii6 au recepteur 
specrfique du ou des peptide(s) ou polypeptide(6) phosphoryle(s) ou a la 
20 molecule porteuse, en tant que marqueur luminescent ou de modulateur du 
signal d'emission selon le mecanisme de ('interaction entre ladite molecule 
porteuse et ledft recepteur specifique, est un chelate, un cryptate ou un 
complexe macrocydique d'ion terre rare. 

Dans la suite de la description, les termes "chelate", et "cryptate" ainsi 
25 que la nomenclature des macrocydes et polycycles utilisables sont tels que 
definis par J.M.Lehn dans Stmct. Bonding (Berlin), 16. 1 1973 et dans Acc. 
Chem. Res..1 1,49 (1979). 

Ledit compose fluorescent donneur est de preference un cryptate de 
terre rare choisi de preference parmi les cryptates de terbium, d'europium, de 
30 samarium ou de dysprosium. 

Selon un aspect prefere, ledit cryptate de terre rare est constitue d'au 
moins un sel de terre rare complexe par un compose macropolycyclique de 
formula 
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R — Z 




dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
I'hydrogene. le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 
hydrocarbone. les radicaux bivalents ©. ® et © . sont independamment I'un 
de I'autre des chames hydrocarbonees qui contiennent eventuellement un ou 
plusieurs heteroatomes et sont eventuellement interrompues par un 
heteromacrocyde, au moins I'un des radicaux® , ® et © comportant de plus 
au moins un motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif 
moleculaire, (edit motif moleculaire possedant une energie de triplet superieure a 
celle du niveau emissif de I'ion de terra rare comptexe. 

De preference, il s'agit d'un cryptate de formule (I) ci-dessus dans 
laquelle le motif moleculaire est choisi pamni la phenanthroline. I'anthracene, le 
benzene, le naphtalene, les bi- et ter-phenyle, I'azobenzene. razopyridine. la 
pyridine, les bipyridines, les bisquinoleines et les composes de formules ci- 
15 apres : 

-C 2 m-X, -C6H4-X 2 -C 2 K,- 

- C 2 K, - X, - CH 2 - C e H4 - CHj - X 2 - CaH* - 
X, et X 2 pouvant etre ktentiques ou differents designer* l oxygene, Tazote ou le 
soufre, 



20 




X etant I'oxygene ou I'hydrogene. 

Dans un aspect avantageux, le compose fluorescent est un cryptate de 
terre rare constitue de I'ion terbium ou europium complexe par I'un des 
5 composes macrocydiques d-apres : 

(22)phenanthroline ; (22)phenanthroline amide; (22)anthracene ; 
(22)anthracene amide; (22)bi-isoquinoleine ; (22)biphenyl-bis-pyridine ; 
(22)bipyridine ; (22)bi-pyridine amide ; les macropolycydes tris-bipyridine, tris- 
phenanthroline, phenanthroline-bis-bipyridine. bi-isoquinoleine-bis-bipyridine. bis- 
10 bipyridine dtphenylbipyridine. 

Un compose fluorescent particulierement avantageux est le cryptate 

d'europium Eu tris bipyridine. 

De tels composes sont par exemple decrits dans le brevet EP 180 492. 

On peut egalement utiliser des composes macrocydiques complexant 
15 des ions de terre rare dans lesquels le motif moleculaire est chdsi parmi les 
bipyrazines, les bipyrimidines et les heterocycles azotes comportant des groupes 
N-oxydes. 

Des composes macrocydiques a unites bipyrazines sont decrits dans 
F. Bodar-Houillon et al., New J. Chem., 1996. 20, 1041-1045. 
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Des composes macrocycliques a unites bipyrimidines sont decrits dans 
J. M. Lehn et al., Helv. Chim. Acta, 1992, 75, 1221. 

Des composes macrocycliques comprenant des heterocycles azotes 
comportant des groupes N-oxydes sont decrits dans J.M. Lehn el al., Helv. 
Chim. Acta, 1991, 74, 572 et dans le brevet EP 0 601 113. 

Le cryptate de terre rare utilise comme compose fluorescent donneur 
peut egalement etre constitue d"au moins un sel de terre rare complexe par un 
compose macropolycyclique repondant a I'une des formules II ou III ci-apres : 



Z — Y— NH— OC 



CO— NH— Y— Z 




II 



R-Q 



O-Y — Z 




III 



dans lesquels : 

- le cycle de formule 
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est l un des cycles suivants : 

r~\^~\f~\ n=oou1 




macrocycle [N 2 OJ ou cycle (22) 
macrocycle [N 2 0 3 ] ou cycle (21) 



macrocycle bis-pyridine 



- Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue par un 
radical organique bivalent, choisi parmi les groupes alkytene Iin6aires ou ramiffes 
en Ci a contenant 6ventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou 
triples liaisons et/ou 6tant 6ventuellement interrompus par un ou plusieurs 

10 h6teroatomes tels que I'oxygfcne, 1'azote, le soufre ou le phosphone, panni les 
groupes cycloalkytene en C 5 £ C 8 ou parmi les groupes arytene en Ce 4 C14, 
lesdits groupes alkyldne, cycloalkytene ou arylfcne 6tant 6ventuellement 
substrtu6s par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate ; 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se Her de fa<?on covalente 
1 5 avec une substance biologique ; 

- R est un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z ; 



I 
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- R' est I'hydrogene ou un groupe -COOR" dans lequel R" est un groupe 
alkyle en Ci a C10 et represente de preference le groupe methyle, ethyle ou 
tertiobutyle ou bien R' est un groupe -CO-NH-Y-Z. 

De tels composes sont decrits parexemple dans le brevet ER321 353. 
Dans la methode selon I'invention, ledit compose fluorescent peut etre 
lie au recepteur specifique ou a la molfccule porteuse soit directement, sort par 
I'intermediaire d'un bras d'espacement. 

Ce bras d'espacement est par exemple constitue par un radical 
organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene Iin6aires ou ramifies en Ci- 
C 20l contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons et/ou 
eventuellement interrompus par un ou plusieurs heteroatomes, tels que 
I'oxygene, lazote. le soufre ou le phosphore ; les groupes carbamoyle et 
carboxamido ; les groupes cycloalkylene en Cs-C 8 et les groupes arylene en Gr 
C u , lesdits groupes alkylene. cycloalkylene ou arylene etant eventuellement 
1 5 substrtues par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 

Dans un aspect prefere, on utilisera en tant que compose fluorescent 
donneur lie au recepteur specifique un cryptate d'europium et, en tant que 
molecule porteuse ou compose fluorescent accepteur lie a la molecule porteuse, 
rallophycocyanine. I'altophycocyanine B, un derive d'allophycocyanine 
20 chimiquement modifie, la C phycocyanine, la R phycocyanine et les cyanines. 

Dans un autre aspect avantageux, on utilisera en tant que compose 
fluorescent donneur lie au recepteur specifique un cryptate de terbium et en tant 
que molecule porteuse ou compose fluorescent accepteur lie a la molecule 
porteuse, les rhodamines, la thionine. la R phycocyanine. la 
25 phycoerythrocyanine, la C phycoerythrine, la B phycoerythrine. la R 
phycoerythrine et les cyanines. 

Des composes fluorescents utilisables egalement comme composes 
accepteurs sont les complexes phycobiliproteine-peptide de liaison decrits dans 
la demands WO96V42016. 
30 Selon un autre de ses aspects. I'invention conceme egalement un kit pour 

la detection etfou la determination de I'activite phosphorylante d'un materiel 
biologique a I'egard d'un substrat contenant de la et/ou de la serine et/ou de la 
threonine, caracterise en ce qu'a content au moins une molecule porteuse a 
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laquelle sont fixes de maniere covalente une pluralite de peptides ou de 
polypeptides, identiques ou differents, et au moins un r6cepteur sp6cifique 
desdits peptides ou polypeptides phosphoryles, ledit recepteur etant lie & au 
moins un marqueur luminescent ou un modulateur du signal Remission. 
5 La molecule porteuse est telle que definie plus haut, c'est-a-dire qu'elle 

peut etre luminescente de maniere intrinsfeque ou par liaison & au moins un 
marqueur luminescent ou un modulateur du signal demission. 

Avantageusement, la molecule porteuse et le marqueur luminescent ou le 
modulateur du signal d'emission lie au recepteur spedfique de ce kit sont des 
10 composes fluorescents. 

Dans un aspect prefer^, le compos6 luminescent (marqueur luminescent 
ou modulateur du signal demission) li£ au recepteur sp6cifique et la motecule 
porteuse sont respective ment des composes fluorescents donneur et accepteur. 

Le compos* luminescent lid au recepteur sp6cifique dans le kit selon 
15 rinvention peut etre le cryptate d'europium Eu trisbipyridine ou le cryptate de 
terbium Tb trisbipyridine. 

Avantageusement, le kit selon invention contient en outre un milieu 
tampon approprte, une source de phosphate non radiomarqu* et des instructions 
pour la mise en oeuvre de la m6thode de detection et/ou de la determination de 
20 I'activit6 phosphorylante d'un materiel biologique dterite plus haut. 

Uinvention est illustrfee par I'exemple ci-apr6s. 

Exemple 1 : Detection de la phosphorylation du peptide SRC 

25 Le peptide SRC est un substrat de la tyrosine kinase du recepteur du 

facteur de croissance fepidermique, 6galement d6nomm6 EGF pour "Epidermal 
Growth Factor. C'est un peptide de 11 acides amin6s contenant un seul motif 
tyrosine et pr&sentant la structure suivante : 

[HJ-Leu-lle-Glu-Asp-Ala-Glu-Tyr-Ala-Ala-Gly-lOH] 

30 Les abrogations utilises ci-apres sont les suivantes : 

DTT = dithiotreitrol 

EuTBP = cryptate d'europium Eu trisbipyridine diamine 
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BSA = serum albumine bovine 
IgG = immunoglobuline G 

MHS = maleimidohexanoyl-N-hydroxy-sucdnimidester 
SPDP = N-succinimidyl 3(2-pyridyldithio)propionate 
5 Sulfo-SMCC = sutfosuccinimidyl 4-n-maleimidomethyl)cyclohexane. 

1) Coniuaaison de la molecule luminesce nte porteuse luminescente avec Je 
peptide substrat 

On utilise un derive d'allophycocyanine chimiquement modifie (XUes, Cis 
10 bio international) dont le poids moleculaire eleve autorise son marquage par de 
nombreux peptides possedant chacun un site de phosphorylation. 



a) Artivatinn rte XLcc s Par SPDP 

A 6 mg d' XL&ss a 3,45 mg/ml dans un tampon phosphate 100 mM 
15 pH 7,0, on ajoute une solution de 80 mM de SPDP dans I'ethanol absolu dans 
une preparation de 60 moles d'activateur par mole de XL665. 

Apres 30 minutes deactivation a temperature ambiante on ajoute une 
solution de 200 mM de DTT dans un tampon phosphate 100 mM pH 7,0 dans 
une proportion de 5 moles de reducteur par mole d'activateur. 
20 Apres 15 minutes a temperature ambiante, les produits reactionnels 

indesirables sont 6Iimines par chromatographie d'exclusion-diffusion sur colonne 
gel G25 superfine dans un tampon phosphate 100 mM pH 6,5, EDTA 5 Mm. 
Le produit est conserve a 4'C avant couplage. 

25 b) Activation du peptide p ar le MHS 

A 4 mg de peptide (2,6 pmoles), on ajoute une solution 220 mM de MHS 
dans I'acetonitrile dans une proportion de 4 moles d'activateur par mole de 
peptide. 

Apres 30 minutes a temperature ambiante, les produits reactionnels 
30 indesirables sont 6limines par chromatographie d'exdusion-diffusion sur colonne 
gel Superdex 30 ® (PHARMACIA) dans un tampon phosphate 100 mM pH 7.0. 
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c) Couplaqe peptide-maleimide / XLrb^-SH 

De fa9on similaire a celle decrite plus haut, on fait reagir les fonctions 
maleimides avec les fonctions thiols fixees sur la XI-665 dans des proportions 

molaires de 100 peptide parXLees 
5 Apres 18 heures d'incubation a 40'C et blocage des groupements thiols 

(eventuellement restes libres) par N-ethylmaleimide, le peptide non couple est 
elimine par chromatographic d'exclusion-diffusion sur colonne TSK 3000 SW 
(MERCK) en tampon phosphate 100 mM pH 7.0. 

On obtient un conjugue comportant entre 20 et 40 peptides par molecule 

10 XL665- 

2) Preparation du coniuaue anticoros a nti-ohosphotYrosine/crvotate d'Europium 
Eu trisbipyridine 

15 a) Activation des IgG PY20 par le SPDP 

5 mg d'lgG PY20 (Transduction Laboratories) a raison de 10 mg/ml dans 

un tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 sont actives par I'ajout d'une solution de 

SPDP (Pierce, USA) a raison de 6,4 mM dans du dioxane dans un rapport 

molaire de 7,5 SPDP par IgG P420. 
20 Apres 35 min d'activation a temperature ambiante, I'lgG pyridine-2-thione 

est purifiee sur colonne G25 superfine dans un tampon phosphate 100 mM, 

EDTA 5mM. pH 6,5. 

Les proteines sont concentrees et les groupes 2-pyridyl disulfides sont 

reduits par une solution de DTT (Sigma, USA) ayant une concentration finale de 
25 19 mM pendant 15 min a temperature ambiante. Le DTT et la pyridine-2-thione 

sont elimines par purification sur colonne G25 superfine en tampon phosphate 

100 mM, EDTA 5 mM, pH 6.5. La concentration en IgG-SH est determinee a 280 

nm avec un £280rvn de 210 000 M" 1 cm" 1 . 
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b) Preparation des conjugues IgG PY20-EuTBP 

A 5 mg (5 10" 6 moles) de Eu TBP (cryptate d'Europium Eu trisbi pyridine 
diamine prepare comme d^crit dans le brevet EP 321 353, exemples 3 et 4 ?) 
est ajoutee une solution a 25 rnM de sulfo-SMCC, en tampon phosphate 20 mM, 
5 dirnethylformamide 10 % (v/v pH 7,0) dans une proportion de 2,5 moles 
d'activateur par mole de Eu TBP. 

Apr6s 45 min d'activation a temperature ambiante, le milieu reactionnel 
est filtre a 0,8 \im afin d'eliminer le precipe eventuellement forme. Les produits 
reactionnels indesirables (sulfo-SMCC, N-hydroxysuccinimide, acide 
10 (N-maleimidom6thyl)carboxylique) sont 6limin6s par chromatographie 
6changeuse d'ions sur colonne Mono Q (Pharmacia, Su6de) en tampon 
phosphate 20 mM dirnethylformamide 10 % (v/v), pH 7,0 sous choc de NaCI. La 
concentration en Eu TBP maleimide est determinee A 307 nm avec un 6307 nm 

de 25 000 M~ 1 cm~ 1 ainsi que le rapport A307iWA280nm< 
15 De fa?on similaire d celle decrite plus haut, on fait r6agir les fonctions 

maleimides avec les fonctions thiols fix6s sur I'anticorps, dans des proportions 
molaires variant de 10 a 30 Eu TBP maleimide par IgG PY20-SH. 

Apr6s 18 heures d'incubation d 4°C et blocage des groupements thiols 
(6ventuellement restes libres) par N-6thylmaleimide t ie Eu TBP non couple est 
20 elimin6 par dialyse en tampon phosphate 100 Mm pH7,0 £ 4*C jusqiTa 
epuisement (plus de fluorescence dans les bains de dialyse). 

Les caracteristiques du conjugu6 sont determinees par ses absorptions & 
307 nm et a 280 nm en utilisant les valeurs suivantes en tenant compte de 
I'absorption propre du cryptate determin6e par le rapport A^nm^aonm- 
25 Eu TBP-mateimide : 

e 3 07nm = 25 000 M* 1 cm* 1 

A307nm/A 2 80nm = d6termin6e exp6rimentalement. 

IgG PY20-SH : 

£280nm = 210 000 M" 1 cm" 1 

30 

3) Phosphorylation 
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Des cellules A431 (SIGMA) contenant un recepteur de I'EGF sont 
pr6activees 10 min £ temperature ambiante par de I'EGF. Le tampon de 
phosphorylation est un tampon TRIS/MES 60 mM, pH 7,4 contenant 30 pM 
d'ATP, 50 mM de Mg + * et 10 mM de Mn~ 
5 On ajoute successivement dans les puits « essais » d'une microplaque a 

96 puits : 

- 10 pi de cellules A431 preactiv6es, 

- 10 pi de conjugue XL665-peptides SRC 

- 30 Ml de tampon de phosphorylation. 

10 Dans les puits « blancs » servant de contrdle, on introduit 10 pi de 

conjugue tampon XL^-peptides et 40 Ml de tampon de phosphorylation. On 
incube ensuite 30 min a temperature ambiante. 

4) Reflation 

15 On ajoute successivement dans chaque puits de la microplaque : 

- 50 pi d'anticorps/anti-phosphotyrosine marqu6 au cryptate Eu trisbipyride 

- 100 Ml de tampon phosphate 0 t 1 M ; pH 7 ; KF 0,4 M ; BSA 0,1 %. 
Apr6s incubation 30 min d temperature ambiante, la lecture de la 

fluorescence est effectute £ 620 nm et 665 nm & I'aide d'un fluorim6tre d laser 
20 prototype, d6crit ci-apres : 

Un laser puls6 a azote (LASER SCIENCE INC., modfele LS1-337ND) est 
utilis6 comme source d'excitation (longueur d'onde £ 337,1 nm). La dur6e des 
pulsations est specifiee d 3 nanosecondes et est r6p6tee sous une fr6quence de 
10 Hertz. Le faisceau passe £ travers un filtre (CORNING) afin d'6liminer toute 
25 lumiere parasite a I'excitation autre que 337 nm. 

Apr^s 6tre rentr6 dans la chambre de mesure, le faisceau est reflechi par 
un filtre dichroique, plac6 $ 45 degrfes, qui a la propri6te de r6f!6chir les 
ultraviolets et de pouvoir transmettre la lumiere visible. 

Le faisceau reflechi par le filtre dichroYque est focalis* sur le puits a 
30 mesurer d'une microplaque par une lentille en silice fondue. L'6mission de 
fluorescence est collect6e selon un angle solkie de 20 degrte, collimatee par la 



6. Methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee 
en ce que le recepteur specifique est lie a un compose fluorescent accepteur et 
la molecule porteuse luminescente est une molecule fluorescente donneur ou est 
liee a un compose fluorescent donneur. 
5 7. Methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterisee 
en ce que la quantite de peptides ou polypeptides lies de maniere covalente a la 
molecule porteuse luminescente est de 2 a 1 000. 

8. Methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterisee 
en ce que le recepteur spedfique est lie h un chelate, un cryptate ou un 

10 complexe macrocydique cTion terre rare. 

9. Methode selon la revendication 8, caracterisee en ce que le recepteur 
specifique est lie a un chelate, un cryptate ou un complexe macrocydique 
cfeuropium, de terbium, de dysprosium, de samarium ou de neodynium. 

10. Methode selon la revendication 9, caracterisee en ce que le recepteur 
15 specifique est lie a un cryptate de terre rare constttue d'au moins un sel de terre 

rare complexe par un compose macropolycydique de formule 



dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
20 I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 
hydrocartjone.lesradicauxbivalents®, (§)et ©. sont independamment I'un 
de I'autre des chafnes hydrocarbonees qui contiennent eventudlement un ou 
plusieurs heteroatomes et sont eventuellement interrompues par un 
heteromacrocycle, au moins I'un des radicaux (D et © comportant de plus 
25 au moins un motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif 
moleculaire, ledtt motif moleculaire possedant une energie de triplet superieure a 
celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complexe. 





2768817 



11. M6thode selon la revendication 10, caracterisee en ce que le compost 
fluorescent lie au r6cepteur specifique est un cryptate de terre rare constitud de 
Hon terbium ou europium complexe par Tun des composes macrocycliques ci- 
apres : 

5 (22)phenanthroline ; (22)phenanthroline amide ; (22)anthracene ; 

(22)anthracene amide ; (22)bi-isoquinoleine ; (22)biphenyl-bis-pyridine ; 
(22)bipyridine ; (22)bi-pyridine amide ; les macropolycycles tris-bipyridine, tris- 
ph6nanthroline, phenanthroiine-bis-bipyridine, bi-isoquinoleine-bis-bipyridine, bis- 
bipyridine diphenylbipyridine. 
10 12. Methode selon la revendication 1 1 , caract6ris6e en ce que ledlt compost 
fluorescent est le cryptate d'europium Eu trisbipyridine. 

13. M6thode selon Tune quelconque des revendications 1 i 12, caracterisee 
en ce qu'on utilise un cryptate d'europium en tant que compost fluorescent 
donneur Ii6 au rfecepteur specifique et en tant que motecule porteuse ou 

15 compo$6 fluorescent accepteur l\6 b la mol6cule porteuse, I'allophycocyanine, 
Tallophycocyanine B, les derives d'allophycyanine chimiquement modififes, la C 
phycocyanine, la R phycocyanine et les cyanines. 

14. Methode selon Tune quelconque des revendications 1 & 12, caract6ris6e 
en ce qu'on utilise un cryptate de terbium en tant que compost fluorescent 

20 donneur li<§ au r6cepteur specifique et, en tant que molecule porteuse ou 
compose fluorescent accepteur Ife & la molecule porteuse, les rtiodamines, la 
thionine, la R phycocyanine, la phycoerythrocyanine, la C phycoerythrine, la B 
phycoerythrine, la R phycoerythrine et les cyanines. 

15. Methode selon Tune des revendications 1 a 14, caracteris6e en ce que le 
25 compos* fluorescent donneur Ii6 au recepteur specifique est le cryptate 

d'europium Eu trisbipyridine ou le cryptate de terbium Tb trisbipyridine. 

16. M&thode selon I'une quelconque des revendications 1 & 15, caract6ris6e 
en ce que les recepteurs specifiques sont choisis parmi les anticorps polyclonaux 
et monodonaux, ou parmi les peptides, polypeptides et proteines sp6cifiques de 

30 la reconnaissance du site phosphoryl§. 

17. Kit pour la ddtection et/ou la d6termination de Tactivit6 phosphorylante 
d'un mat6riel biologique i regard d'un substrat contenant de la et/ou de la s6rine 
et/ou de la threonine, caract6ris6 en ce qu'il contient au moins une motecule 



t 



porteuse a laquelle sont fixes de maniere covalente une pluralite de peptides ou 
de polypeptides, identiques ou differents, et au moins un recepteur specifique 
desdits peptides ou polypeptides phosphoryles, ledit recepteur etarrt lie a au 
moins un marqueur ou un modulateur du signal d'emission. 
5 18. Kit selon la revendication 17, caracterise en ce que la molecule porteuse 
et la molecule luminescente marqueur du recepteur specifique sont des 
molecules fluorescentes. 

19. Kit selon la revendication 18, caracterise en ce que le marqueur 
luminescent ou le modulateur du signal d'emission lie au recepteur specifique et 

10 la molecule porteuse sont respectivement des molecules fluorescentes donneur 
et aceepteur. 

20. Kit selon I'une quelconque des revendications 17 a 19, caracterise en ce 
que le compose luminescent lie au recepteur specifique est le cryptate 
d'europium Eu trisbipyridine ou le cryptate de terbium Tb trisbipyridine. 

15 21 . Kit selon I'une quelconque des revendications 17 a 20, caracterise en ce 
qu'il contient en outre un milieu tampon approprie, une source de phosphate non 
radiomarque et des instructions pour la mise en oeuvre de la methode selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 16. 
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